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Tutkimuksessani määritin ja vertasin kapseligeenien hasA ja hasC sekä laktoferriiniä sitovaa proteiinia (SUAM) 
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kapselin mahdollisesti olevan merkittävä tekijä taudinaiheutuksen kannalta.  
 
Lisäksi tutkin antibioottiresistenteiltä kannoilta erytromysiiniresistenssiä koodaavan mefA-geenin sekä 
tetrasykliiniresistenssiä koodaavien tetK-, tetL-, tetM-, tetO- ja tetS-geenien esiintymistä. Erytromysiiniresistenssin 
aiheuttaja jäi tuntemattomaksi, sillä mefA-geeniä ei löytynyt yhdeltäkään tutkituista kannoista. 
Tetrasykliiniresistenssigeeneistä 70,4:ltä %:lta tutkituista kannoista löytyi tetL-geeni, lisäksi 14,8:lta %:lta löytyi 
tetM-geeni. TetM esiintyi yhdessä tetL-geenin kanssa. 29,6:lla %:lla kannoista resistenssigeeni jäi 
tuntemattomaksi.  
Avainsanat – Nyckelord – Keywords 
 S. uberis, virulenssi, mikrobilääkeresistenssi 
Säilytyspaikka – Förvaringställe – Where deposited 
Viikin kampuskirjasto 
 
Työn johtaja (tiedekunnan professori tai dosentti) ja ohjaaja(t) – Instruktör och ledare – Director and Supervisor(s) 
 
Airi Palva (johtaja) 




Englanninkieliset lyhenteet ja niiden mahdolliset suomenkieliset vastineet 1 
 
1 JOHDANTO     2 
 
2 KIRJALLISUUSKATSAUS    2 
2.1 Streptococcus uberis     2 
2.1.1 Erotusdiagnostiikka ja fysiologiset ominaisuudet  3 
2.1.2 Taudinaiheutus     5 
2.2 Virulenssitekijät     5 
2.2.1 Kapseli     6 
2.2.2 Laktoferriiniä sitovat proteiinit   7 
2.2.3 Metal transporter uberis A (MtuA)   8 
2.2.4 Plasminogeenin aktivointi    8 
2.2.5 Hyaluronidaasi     10 
2.2.6 Uberis-faktori     10 
2.2.7 M- ja R-proteiinien kaltaiset proteiinit   11 
2.2.8 Bakteriosiinit     12 
2.3 Mikrobilääkeresistenssi    12 
 
3 AINEISTO JA MENETELMÄT    15 
3.1 Bakteerikannat     15 
3.2 DNA:n eristys     16 
3.3 Yleistä PCR-reaktioista    16 
3.4 Sua-geenin detektio ja detektiotuotteen tarkastus  16 
3.5 HasA- ja hasC-geenien detektio dot-hybridisaatiolla  19 
3.6 Mikrobilääkeresistenssigeenit    19 
3.6.1 MefA-geenin detektio    20 
3.6.2 Tet-geenien detektio    20 
 
4 TULOKSET     21 
4.1 Sua-geenin detektio    21 
4.2 HasA- ja hasC-geenien detektio    21 
4.3 MefA-geenin detektio    22 
4.4 Tet-geenien detektio    22 
 
5 POHDINTA     23 
 
6 KIITOKSET     25 
 
7 KIRJALLISUUS     25 
 
Liite 1: DNA:N ERISTYS     33 
 
Liite 2: STREPTOKOKKIEN HYBRIDISAATIO   35
 1 
Englanninkieliset lyhenteet ja niiden mahdolliset suomenkieliset vastineet 
 
-BHI-liemi = brain heart infusion broth, naudan aivoista ja sydämestä valmistettu 
elatusaine 
-SUAM = Streptococcus uberis adhesion molecule, Streptococcus uberis –bakteerin 
kiinnittymismolekyyli 
-MtuA = Metal transporter uberis A; S. uberis –bakteerin metalleja sitova proteiini 
-MLS-resistenssi = Makrolidi-linkosamidi-streptogramiini B –resistenssi 
-HIRS-sarja = grampositiivisten kokkien erotusdiagnostiikassa käytetty sokerisarja 
(hippuraatti, inuliini, raffinoosi, sorbitoli) 
-PCR = polymerase chain reaction, polymeraasiketjureaktio; molekyylibiologian 
menetelmä, jolla DNA-pätkä (esimerkiksi yksi geeni) voidaan monistaa 
eksponentiaalisesti 
-MIC-arvo = minimum inhibitory concentration; mikrobilääkkeen pienin konsentraatio, 
joka estää mikrobin näkyvän kasvun 
-BSA = bovine serum albumine, naudan seerumin albumiini-proteiini; tässä 








Streptococcus uberis on merkittävä utaretulehdusten aiheuttaja lehmillä sekä 
Suomessa että maailmalla. Kun perinteiset utaretulehdusta aiheuttavat patogeenit on 
saatu aisoihin mikrobilääkkeillä ja ennen kaikkea olosuhteita parantamalla, on 
opportunististen patogeenien merkitys kasvanut huomattavasti.  
Streptococcus uberis –bakteerin taudinaiheutukseen vaikuttavia virulenssitekijöitä ei 
ole kovin paljoa vielä tutkittu. Niiden määrittäminen olisi tärkeää utaretulehdusten 
ennaltaehkäisyssä ja hoidossa. Opportunistisista patogeeneista on vaikea päästä eroon 
pelkästään olosuhteita edelleen parantamalla, mutta tärkeitä virulenssitekijöitä vastaan 
voidaan mahdollisesti kehittää rokotteita. Virulenssitekijöiden kartoitus auttaisi myös 
selvittämään, miksi jotkut Streptococcus uberis –kannat aiheuttavat kliinistä 
utaretulehdusta ja toiset ainoastaan subkliinistä. 
Tutkielmani kirjallisuuskatsauksessa olen pyrkinyt esittelemään joitakin 
Streptococcus uberis –bakteerin mahdollisesti merkittäviä virulenssitekijöitä ja niiden 
oletettuja toimintamekanismeja.  Olen selvittänyt myös lajin mikrobilääkeresistenssin 
mekanismeja ja tilannetta maailmalla, sillä mikrobilääkeresistenssi on koko ajan 
paheneva ongelma sekä meillä että muualla ja sen lisääntyminen olisi pyrittävä kaikin 
keinoin estämään.  
Tutkielmani kokeellisessa osassa olen pyrkinyt tutkimaan ja vertailemaan kahden S. 
uberis -bakteerin oletetun virulenssitekijän, kapselin ja laktoferriiniä sitovan proteiinin, 
esiintymistä kliinistä ja subkliinistä utaretulehdusta aiheuttaneilla kannoilla. Lisäksi 
olen tutkinut eräiden mikrobilääkeresistenssigeenien esiintymistä oksitetrasykliinille ja 





2.1 Streptococcus uberis  
Streptococcus uberis on bakteeri, joka kuuluu Streptococcaceae-heimoon. Lajin 
kuvasi ensimmäisenä Diernhofer vuonna 1932 (Hardie 1986). S. uberis on gram-
positiivinen kokki, joka kuuluu naudan tonsillojen, suoliston, limakalvon ja epiteelin 
normaalimikrobistoon (Timoney 2004). 
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S. uberis on kasvattanut merkitystään naudan utaretulehduksen aiheuttajana, kun 
perinteiset patogeenit on saatu kuriin antibiootein ja olosuhteita parantamalla. Koivula 
ym. (2007) tutkivat utaretulehdusten aiheuttajia Suomessa vuosilta 2004-2006 ja 
totesivat S. uberis –bakteerin aiheuttaneen noin 11,86 % tapauksista.  
 
2.1.1 Erotusdiagnostiikka ja fysiologiset ominaisuudet 
Streptococcus uberis on aiemmin jaettu DNA-DNA –hybridisaation perusteella 
kahteen genotyyppiin, I ja II (Garvie & Bramley 1979). Vuonna 1989 genotyyppien I ja 
II 16S ribosomaalista RNA:ta verrattiin keskenään. Sekvenssien perusteella huomattiin 
genotyyppien olevan oikeastaan eri lajeja, ja genotyyppi II:lle ehdotettiin uutta nimeä, 
Streptococcus parauberis (Williams & Collins 1990).  
S. uberis ja S. parauberis ovat biokemiallisilta ja serologisilta reaktioiltaan lähes 
identtisiä, eikä niitä pystykään erottamaan toisistaan perinteisillä fenotyyppiin 
perustuvilla testeillä (Facklam 2002). Khan ym. (2003) saivat tutkimuksessaan tuloksia, 
joiden perusteella näyttäisi, että β-D-glukuronidaasi-entsyymiaktiivisuus on ainoa 
biokemiallinen reaktio, josta bakteerit voisi erottaa. Kaikilta tutkituilta S. uberis –
bakteereilta aktiivisuus löytyi, muttei yhdeltäkään S. parauberis –bakteerilta. Toisaalta 
täytyy ottaa huomioon, että jälkimmäisiä oli mukana kolme kantaa, edellisiä 132.  
Muista utaretulehdusta aiheuttavista streptokokeista S. uberis –bakteerin pystyy 
erottamaan perinteisilläkin menetelmillä, tosin lajin sisällä esiintyy jonkin verran 
vaihtelua biokemiallisissa ja serologisissa ominaisuuksissa. Streptokokkien erottelussa 
käytetään usein niiden eskuliinin käyttökykyä, penisilliiniresistenssieroja, sokereiden 
käyttökykyä (HIRS-sarja; hippuraatti, inuliini, raffinoosi, sorbitoli), joskus Lancefieldin 
ryhmän määritystä, sekä tarvittaessa CAMP-testiä tai tai kaupallisia testisarjoja, esim. 
API Strepiä. CAMP-testi esitellään tarkemmin luvussa 2.2.6. Lancefieldin ryhmät ovat 
serologisesti toisistaan eroavia ryhmiä, joihin monet streptokokeista voidaan eritellä. 
Lancefieldin testi perustuu polysakkaridiantigeeneihin bakteereiden soluseinässä. S. 
uberis ei yleensä tyypity mihinkään tiettyyn Lancefieldin ryhmään. Taulukossa 1 on 
esitetty tyypillisimpien utaretulehduksia aiheuttavien streptokokkien reaktioita 
erotusdiagnostisissa testeissä.  
Seeley (1951) on tutkinut Streptococcus uberis –bakteerin fysiologisia ominaisuuksia 
ja ravinnonlähteitä. Hän totesi sen kykenevän käyttämään glukoosia, fruktoosia, 
sakkaroosia, maltoosia, laktoosia, trehaloosia, mannitolia, sorbitolia, salisiinia sekä 
eskuliinia. Suurin osa kannoista oli lisäksi inuliinipositiivisia. Yhtä lukuun ottamatta 
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kannat kasvoivat 10°C:ssa, ja suurin osa selvisi puoli tuntia 60°C:ssa. Kasvu 45°C:ssa 
oli vaihtelevaa ja riippui aiemmista olosuhteista. Kaikki kannat kasvoivat lisäksi 
lakmus-maidossa saaden sen punertumaan, osa myös pelkistymään tai koaguloitumaan.  
Seeley (1951) ei havainnut minkään tutkituista kannoista dekarboksyloivan tyrosiinia. 
Kaikille kannoille kasvun kannalta välttämättömiä olivat nikotiinihappo, pyridoksiini, 
tiamiini, riboflaviini, pantoteenihappo, biotiini, tryptofaani, fenyylialaniini, arginiini, 
valiini, leusiini ja glutamiinihappo. Urasiililla havaittiin olevan kasvua edistävä 
vaikutus, kun taas ksantiini hidasti sitä. Tutkimuksessa esiintyi jonkin verran vaihtelua 
osassa tuloksia (ei mainittu tässä erikseen), mikä saattaa osittain johtua siitä, ettei 
Seeleyn tutkimuksen aikaan Streptococcus parauberis –bakteeria oltu vielä erotettu 
omaksi lajikseen. 
Lämmler (1991) on tutkinut Streptococcus uberis –bakteerin serologisia ja 
biokemiallisia ominaisuuksia. Hän totesi lektiiniagglutinaatiotestissä 47%:n kannoista 
reagoivan viinimäkikotilon (Helix pomatia) lektiinin kanssa. 28%:lla kannoista esiintyi  
CAMP-tyyppistä synergististä hemolyysiä lampaanveriagarilla.  
Bakteereiden erotusdiagnostiikkaan on kehitetty myös monia muita kuin fysiologisiin 
ominaisuuksiin perustuvia testejä. Shome ym. (2011) on hiljattain kehittänyt ja 
arvioinut multiplex-PCR-menetelmän useiden utaretulehdusbakteereiden tutkimiseksi 





Taulukko 1. Utaretulehdusstreptokokkien 
diagnostiikka (Eviran työohje LAB 2100/5) 
   
(muokattu 8.3.2012)  
     
Tyypillisimmät reaktiot (huom. poikkeuksia ja lajitason eroja on)   
Laji Eskuliini Penisilliinimaljat HIRS Lancefield CAMP 
S. uberis + + - - + + - + Yleensä non +/- 
S. dysgalactiae - + - - +/- - - +/- C - 







Streptococcus uberis on ympäristöperäinen opportunisti taudinaiheuttaja (Pyörälä 
1995). Se aiheuttaa sairastumista yleensä laktaatiokauden alussa tai ummessaolokauden 
lopulla (Pyörälä 1995). Koivula ym. (2007) havaitsivat tutkimuksessaan bakteerin 
aiheuttavan utaretulehdusta enemmän kesällä ja syksyllä kuin talvella tai keväällä. He 
myös havaitsivat sen aiheuttaneen tilastojen mukaan useammin kliinisen kuin 
subkliinisen utaretulehduksen. Oireet vaihtelevat lievistä kohtalaisiin (vakaviakin 
tapauksia esiintyy), maito on yleensä paksua ja kokkareista ja sen solut ovat koholla 
(Pyörälä 1995). 
Thomas ym. (1994) ovat tutkineet Streptococcus uberis –infektion patologiaa 
kokeellisesti infektoimalla lypsylehmien utareneljänneksiä. 18-24 tunnin kuluttua 
infektoinnista bakteeri pystyttiin eristämään yhtä lukuun ottamatta kaikkien 
infektoitujen neljännesten maitonäytteistä. Lisäksi korkeamman annoksen saaneissa 
neljänneksissä havaittiin subkutaanista ödeemaa ja neljänneksen kovettumista sekä 
maidon denaturoitumista. Histologisesti havaittiin akuutti neutrofiilivaste sekä erittävän 
epiteelin vakuolisoitumista.  
Kolmesta kuuteen vuorokautta infektoinnista S. uberis pystyttiin edelleen eristämään 
osasta maitonäytteitä ja lisäksi joidenkin lehmien utarekudoksesta tai sitä lähimpien 
imusolmukkeiden kudoksesta. Kliinisesti havaittiin maidon denaturoitumista ja 
kokkaroitumista sekä lievää kuumetta. Histologinen kuva pysyi samantyyppisenä, 
lisäksi havaittiin mononukleaarisoluja interstitiaalikudoksessa ja epiteelin hyperplasiaa 
sekä vakuolisaation lisääntymistä. Joissain lobuluksissa havaittiin merkkejä involuution 
alkamisesta.  
Thomas ym. (1994) ehdottivat kuuden vuorokauden olevan kriittinen raja 
utarekudoksen paranemiselle; tämän jälkeen kehittyisi palautumattomia fibroosi- ja 
involuutiomuutoksia. Tutkimuksessa saatiin myös vahvaa näyttöä siitä, että makrofagit 
olisivat pääasiallinen fagosytoiva solutyyppi S. uberis –infektiossa. Neutrofiilien ei 
havaittu voimakkaasta vasteesta huolimatta juurikaan fagosytoivan bakteereita.  
 
2.2 Virulenssitekijät 
Virulenssitekijät ovat bakteerien ominaisuuksia, jotka mahdollistavat niiden 
taudinaiheutuksen. Virulenssitekijöitä voidaan jakaa mm. adheesiotekijöihin, joiden 
avulla bakteeri kiinnittyy kohdekudokseen; keinoihin välttää isännän 
immuunipuolustusta, ja keinoihin hankkia bakteerin tarvitsemia ravintoaineita. 
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Virulenssitekijöiden tunteminen on tärkeää, koska niiden toimintaa ehkäisemällä 
voidaan vähentää sairauksien ilmenemistä. Streptococcus uberis –bakteerin 
virulenssitekijöitä ei ole tutkittu kovinkaan paljoa. Mahdollisia virulenssitekijöitä on 
kartoitettu useita, mutta niiden todellista merkitystä taudinaiheutuksen kannalta ei 
tunneta. Epäiltyjä virulenssitekijöitä immuunipuolustuksen välttämisessä ovat mm. 
hyaluronihappokapseli sekä M- ja R-proteiinien kaltaiset proteiinit. Tärkeitä 
ravintoaineita S. uberis hankkii mahdollisesti plasminogeenin aktivaation avulla. Muita 
ehdotettuja virulenssitekijöitä ovat laktoferriiniä sitovat proteiinit, metal transporter 
uberis A (MtuA), hyaluronidaasi ja niin kutsuttu uberis-tekijä. 
 
2.2.1 Kapseli 
 Monet bakteerit tuottavat pinnalleen hyaluronihappokapselin, jonka arvellaan 
auttavan isännän puolustuskeinoilta suojautumisessa. Mahdollisiksi tavoiksi tähän on 
ehdotettu, että opsonoivat vasta-aineet eivät tunnista kapselimateriaalia eivätkä täten 
kiinnity bakteerin pintaan ja toisaalta, että vasta-aineet kiinnittyvät bakteerin pintaan 
kapselin alle ja jäävät näin huomaamatta neutrofiileiltä. 
Leigh & Field (1994) tutkivat kapselillisen ja kapselittoman Streptococcus uberis –
bakteerin vastustuskykyä naudan neutrofiileille. Tutkittava kanta saatiin ilmentämään 
kapselia kasvattamalla kantaa kaseiinilla rikastetulla elatusaineella, jonka arvellaan 
muistuttavan maitorauhasen olosuhteita tulehduksen aikana. He huomasivat kannan 
kapselillisen muodon olevan paljon vastustuskykyisempi neutrofiileille kuin 
kapselittoman. He totesivat myös näiden saman kannan eri muotojen sitovan kuitenkin 
pinnalleen saman verran vasta-aineita. 
Vuonna 2000 Ward ym. havaitsivat myös, että kapselittomat kannat eivät olleet 
vastustuskykyisiä naudan neutrofiileille. He löysivät tutkimiltaan Streptococcus uberis –
kannoilta geenit hasAB ja hasC, jotka vastaavat muilta streptokokeilta löydettyjä hasA-, 
hasB-, ja hasC-geenejä, jotka osallistuvat hyaluronihappokapselin tuottoon. He 
havaitsivat, että virhe hasA- tai hasC-geenissä johti kapselittoman kannan 
muodostumiseen. 
Vuonna 2003 Field ym. tutkivat kapseligeenin esiintymistä näytteistä eristetyistä 
kannoista ja totesivat kapselillisten kantojen löytyvän useammin utaretulehdusnäytteistä 
kuin ympäristönäytteistä. Kuitenkin tutkiessaan kantojen infektointikykyä ja 
vastustuskykyä neutrofiileille he havaitsivat, ettei kapselillisten ja kapselittomien 
kantojen välillä ollut tilastollisesti merkittävää eroa. Tämä tulos on selvästi ristiriidassa 
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aiempien tutkimusten kanssa. Koska kapselillisia kantoja kuitenkin löytyi enemmän 
utaretulehdusnäytteistä, tutkijat arvelivat sillä voivan olla jotain merkitystä 
infektiokyvyn kanssa. He myös ehdottivat vastustuskyvyn neutrofiileille aiheutuvan 
mahdollisesti jostain solunulkoisesta aineesta. 
 
2.2.2 Laktoferriiniä sitovat proteiinit 
Moshynskyy ym. havaitsivat vuonna 2003 S. uberis –bakteerin sitovan naudan 
laktoferriiniä. Sitojaksi osoittautui pintaproteiini, joka muistuttaa useilla streptokokeilla 
esiintyvää M-proteiinia. M-proteiinit muun muassa estävät bakteerien fagosytoosia. 
Tämä M-proteiinin kaltainen pintaproteiini löydettiin kaikilta tutkituilta S. uberis -
kannoilta, mutta sen ei jatkotutkimuksissa huomattu vaikuttavan bakteerin kasvuun 
vähärautaisessa ympäristössä. Verrattaessa normaalin kannan ja kyseisen proteiinin 
suhteen mutatoitua kantaa, ei myöskään havaittu eroa sitoutumisessa 
maitorauhaskudoksen soluihin. Tutkijat eivät nimenneet löytämäänsä proteiinia, vaan 
kutsuivat sitä vain nimellä lactoferrin binding protein (Lbp). 
Vuonna 2006 Almeida ym. vertasivat löytämänsä uuden laktoferriiniä sitovan 
proteiinin N-päädyn aminohappojärjestystä tunnettujen laktoferriiniä sitovien 
proteiinien aminohappojärjestyksiin löytämättä vastaavia proteiineja. He nimesivät 
löytämänsä proteiinin Streptococcus uberis –bakteerin kiinnittymismolekyyliksi 
(SUAM). Kyseistä proteiinia vastaan muodostettujen vasta-aineiden todettiin estävän 
bakteerien kiinnittyminen ja internalisaatio naudan maitorauhasen epiteelisoluihin, eli 
proteiini vaikutti olevan merkityksellinen bakteerin kiinnittymisen kannalta. 
Luther ym. (2008) sekvensoivat SUAM:ia koodaavan sua-geenin ja totesivat nyt 
varmasti sen olevan eri proteiini kuin Moshinskyyn ym. (2003) aiemmin löytämä. He 
tutkivat myös SUAM:in esiintymistä 12:lta kannalta eri puolilta maailmaa ja totesivat 
proteiinin löytyvä kaikilta tutkituilta kannoilta. Tutkijat arvelivat SUAM:n olevan 
merkittävä virulenssitekijä. 
Seuraavana vuonna huomattiin laktoferriinikäsittelyn viljelmässä lisäävän S. uberis –
bakteerien internalisaatiota naudan maitorauhasen epiteelisoluihin (Patel ym. 2009). 
Vasta-aineet laktoferriiniä tai SUAM:ia vastaan puolestaan vähensivät internalisaatiota. 
Etsittäessä laktoferriinin sitoutumispaikkoja leimatun laktoferriinin avulla  pyyhkäisy- 
ja läpivalaisuelektronimikroskoopeilla niitä löydettiin sekä S. uberis –bakteerisolujen 
että epiteelisolujen pinnoilta, kuten myös solupintojen kosketusalueilta. Tulosten 
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perusteella tutkijat arvelivat, että laktoferriini toimisi molekyylisiltana bakteerien ja 
epiteelisolujen välillä helpottaen täten bakteerien internalisaatiota. 
Chen ym. (2011) muokkasivat erään S. uberis –kannan SUAM:ia koodaavaa sua-
geeniä niin, että tuotteesta tuli toimimaton. He vertasivat in vitro mutatoidun kannan ja 
villikannan internalisaatiota ja kiinnittymistä naudan maitorauhasen epiteelisoluihin ja 
havaitsivat, että kannalla, jolta SUAM puuttui, internalisaatio ja kiinnittyminen olivat 
huomattavasti heikentyneitä normaaliin kantaan verrattuna. Tulos vahvisti heidän 
aiemmissa tutkimuksissaan saamaansa käsitystä, että SUAM olisi merkittävä 
virulenssitekijä S. uberis –bakteerin aiheuttamassa utaretulehduksessa. 
 
2.2.3 Metal transporter uberis A (MtuA) 
Smith ym. löysivät Streptococcus uberis –bakteerilta MtuA-proteiinin vuonna 2003. 
Aiheuttamalla satunnaisia mutaatioita kantaan 0140J he tuottivat kannan AJS001, jonka 
kasvu maidossa palautui isäntäkannan tasolle ainoastaan MnSO4-lisäyksen jälkeen. 
Mutantilla huomattiin olevan yksittäinen lisäys mtuA-geenissä. Vastaavantyyppinen 
geeni (psaA) koodaa Streptococcus pneumoniae –bakteerilla metalleja sitovaa 
proteiinia, jolla vaikuttaisi olevan merkitystä kyseisen bakteerin virulenssille (Berry & 
Paton 1996). Myös mtuA-geeni vaikuttaisi olevan tekemisissä mangaani-ionien 
sitomisen kanssa. Kaikkia näitä metalli-ioneja sitovia lipoproteiineja koodaavat geenit 
kuuluvat geeniperheeseen, jonka tuotteita kutsutaan yhteisesti lipoproteiinireseptoriin 
assosioituneiksi antigeeneiksi. Ne ovat pintaproteiineja, jotka kykenevät sitomaan 
metalli-ioneja, mutta joiden on myös epäilty vaikuttavan bakteerien kiinnittymiseen 
isäntäsoluihin, fibriiniin ja syljen komponentteihin. 
Smith ym. (2003) totesivat myös, että mutanttikanta ei pystynyt infektoimaan lehmän 
utaretta, toisin kuin isäntäkanta. Mutanttikanta saatiin eristettyä maidosta vasta 
rikastuksen jälkeen, ja tutkijat arvelivat kyvyttömyyden infektion aiheutukseen johtuvan 
siitä, ettei AJS001 pysty kasvamaan lehmän maidossa. Kyseisen tutkimuksen tulosten 
perusteella vaikuttaisi siltä, että mangaanin hankintakyky on S. uberis –bakteerille 
välttämätön edellytys kasvuun maidossa sekä in vitro että in vivo.  
 
2.2.4 Plasminogeenin aktivointi 
Suurin osa lehmän maidon typestä on proteiineissa. Vapaiden aminohappojen vähyys 
rajoittaa monien bakteerien kasvua. Myös S. uberis –bakteerilla on monia 
aminohappoja, joita se ei pysty itse tuottamaan vaan tarvitsee ympäristöstään.  
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Maidossa on luonnostaan paljon plasminogeeniä, joka voidaan aktivoida plasmiiniksi. 
Plasmiini on proteaasi, jolla on kaseolyyttistä aktiivisuutta. Leigh (1993) kuvasi 
ensimmäisenä plasminogeeniaktivaattorin S. uberis –bakteerilta. Proteiini nimettiin 
pauA:ksi. Kaikilla viidellä tutkitulla kannalla ilmeni kaseinolyyttistä aktiivisuutta jo 
kahden tunnin kuluttua inkuboitaessa niitä lehmän maidon ja plasminogeenin kanssa. 
Kannat aktivoivat plasminogeeniä myös hevosen ja lampaan maidosta, mutta eivät 
ihmisen, kanin tai sian. Inkuboitaessa kantoja kasvualustalla ilman plasminogeeniä ei 
kaseinolyyttistä aktiivisuutta ilmennyt. Leigh arveleekin tutkimuksensa perusteella 
plasminogeenin aktivaatiolla olevan suuri merkitys S. uberis –bakteerin virulenssille. 
Vuonna 1997 Leigh & Lincoln tutkivat neljän kannan plasminogeenin aktivointia. 
Näistä kolme aktivoi naudan plasminogeeniä plasmiiniksi. Kaikki kannat sitoivat 
plasmiinia pintarakenteisiinsa, myös plasminogeenin aktivaatioon kykenemätön kanta, 
jos sille tarjottiin valmista plasmiinia. Plasmiinin sitomisen merkitys bakteereille on 
toistaiseksi tuntematon, mutta sen on arveltu esimerkiksi helpottavan bakteereiden 
ravinnonsaantia. 
Vuonna 2003 Ward ym. vertailivat kantoja, joista osalla oli normaali pauA, mutta 
yhdellä vain ns. tynkä-pauA. Tutkimuksessa todettiin, että kantojen infektointikyvyssä 
tai taudinaiheutuksessa ei ollut eroja. Kaikki kannat aiheuttivat samankaltaiset kliiniset 
oireet ja vaativat antibioottihoidon. Tutkijat arvelivat, että myös mutantti-pauA:ssa 
saattaa olla jäljellä joitain muita virulenssiin vaikuttavia tekijöitä, mutta totesivat, ettei 
plasminogeenin aktivaatiota vaadita utareen infektointiin eikä maidossa kasvamiseen. 
Tämä on ristiriidassa aiemman rokotuskokeilun kanssa (Leigh ym.1999), jossa todettiin, 
että rokottamalla lehmiä pauA:ta sisältävällä rokotteella mastiitin esiintyminen ja 
bakteerien eritys maidossa oli vähäisempää kuin rokottamattomilla tai rokotettaessa 
samalla rokotteella, josta oli poistettu pauA.  
Khan ym. (2003) löysivät pauA-geenin 98,5%:lla tutkimistaan kannoista. Vuonna 
2004 myös Ward & Leigh totesivat pauA:n esiintyvän lähes kaikilla tutkimillaan 
kannoilla. Ainoastaan yhdeltä, aiemmin raportoidulta kannalta löydettiin pauB (Ward & 
Leigh 2002). Ward & Leigh (2002) olivat jo aiemmin kuvanneet yhdeltä S. uberis –
kannalta eristetyn plasminogeeniaktivaattorin, joka erosi huomattavasti pauA:sta. 
Kyseisellä kannalla ei ollut lainkaan pauA:ta, sen sijaan sen normaalissa lokuksessa 
sijaitsi geeni, joka koodasi 45 kDa:n proteiinia (pauA 30 kDa), joka nimettiin pauB:ksi. 
PauB aktivoi plasminogeeniä kaikilta testatuilta nisäkkäiltä (hevonen, nauta, lammas, 
vuohi, kani, ihminen, sika), toisin kuin pauA, joka on paljon selektiivisempi. 
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Toistaiseksi pauB on löydetty vain yhdeltä tanskalaiselta kannalta, kun taas pauA on 
hyvin laajalle levinnyt. 
 
2.2.5 Hyaluronidaasi 
Hyaluronidaasi on tiettyjen Streptococcus-suvun lajien tuottama ja erittämä entsyymi, 
joka pilkkoo hyaluronihappoa (Schaufuss ym. 1989). Hyaluronihappo on sidekudoksen 
rakenteettoman perusaineen yleisin glykosaminoglykaani. Hyaluronidaasin tuotto 
saattaisi siis helpottaa bakteereiden tunkeutumista kudoksiin. 
Schaufuss ym. (1989) tutkivat hyaluronidaasin esiintymistä Streptococcus uberis –
bakteereilla. Lisäksi he tutkivat entsyymin ominaisuuksia. He totesivat kaikkien 
tutkittujen kantojen (16 kpl) tuottavan vapaata hyaluronidaasia merkittävässä määrin. 
Tutkituilta ominaisuuksiltaan entsyymi muistutti aikaisemmissa tutkimuksissa muilta 
streptokokkilajeilta eristettyjä hyaluronidaaseja. Khan ym. (2003) löysivät 
hyaluronidaasin 36%:lta tutkimistaan S. uberis –kannoista. 
Hyaluronidaasilla saattaa olla jonkin verran merkitystä S. uberis –bakteerin 
taudinaiheutuksessa, tosin sitä on tutkittu liian vähän, jotta asiasta pystyisi vetämään 
luotettavia johtopäätöksiä. Mielenkiintoista tämän entsyymin tuotossa on se, että monet 
kannat tuottavat ympärilleen hyaluronihappokapselin. Hyaluronidaasin pitäisi siis 
teoriassa pilkkoa myös bakteereiden omaa, suojaavaa kapselia.  
 
2.2.6 Uberis-faktori 
Uberis-faktori on joidenkin Streptococcus uberis –kantojen tuottama solujen 
ulkopuolelle eritettävä yhdiste, joka muistuttaa erittäin läheisesti Streptococcus 
agalactiae –bakteerin tuottamaa CAMP-faktoria. CAMP-faktori on kohemolysiini, jolla 
on yhteisvaikutus joidenkin stafylokokkien (esimerkiksi Staphylococcus aureus) 
tuottamien β-toksiinien kanssa. Kun bakteerit viljellään verimaljalle lähekkäin, CAMP-
faktori voimistaa stafylokokin epätäydellisen β-hemolyysin kirkkaaksi, täydelliseksi 
hemolyysiksi.  
CAMP-testiä käytetään streptokokkien erotusdiagnostiikassa. Perinteisessä CAMP-
testissä stafylokokki viljellään maljan keskelle viivaksi, ja tutkittavat kannat viivoiksi 
suoraan kulmaan siihen nähden. Positiivinen tulos nähdään tyypillisenä 
nuolenpääkuviona. 
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Lämmler (1991) totesi tutkimuksessaan 28%:lla Streptococcus uberis –kannoista 
olevan CAMP-tyyppistä synergististä hemolyysiä lampaanveriagarilla. Vuonna 2003 
Khan ym. havaitsivat vastaavaa ainoastaan 3,8%:lla. 
Uberis-faktorin nukleotidisekvenssi on määritetty (Jiang ym. 1996), ja sen 
aminohapposekvenssin huomattiin olevan lähes identtinen S. agalactiae –bakteerin 
CAMP-faktorin aminohapposekvenssin kanssa. Uberis-faktori muistuttaakin monin 
tavoin CAMP-faktoria.  
Skalka ym. huomasivat, ettei uberis- eikä CAMP-faktorilla ollut yksinään 
hemolyyttistä aktiivisuutta, mutta β-toksiinin kanssa ne tuottivat täydellisen hemolyysin 
(Skalka ym. 1980). Corynebakterium pseudotuberculosis –bakteerin eksotoksiini 
(COREX) ei tehostanut uberis-faktoria, kun taas CAMP-faktorin reaktio COREX:in 
kanssa oli vastaava kuin β-toksiinin kanssa. Sekä CAMP- että uberis-faktorien 
huomattiin olevan myös immunogeenisiä. Molempien reaktiot β-toksiinin kanssa 
estyivät normaalissa, sikiöaikaisessa ja hyperimmuunissa seerumissa olevien tekijöiden 
vaikutuksesta. 
Lopes ym. (1995) totesivat uberis-faktorin olevan kohtalaisen vastustuskykyinen 
kuumalle. Samassa tutkimuksessa huomattiin trypsiinin vähentävän huomattavasti sen 
kohemolyyttistä aktiivisuutta, ja Tween 20:n poistavan sen kokonaan. Muilla tutkituilla 
kemikaaleilla ei huomattu olevan merkittävästi vaikutusta. CAMP-faktorin tulokset 
olivat vastaavat. 
Uberis-faktorin merkitystä virulenssitekijänä ei ole juurikaan tutkittu. Sen roolin 
selvittäminen vaatii vielä lisätutkimuksia. 
 
2.2.7 M- ja R-proteiinien kaltaiset proteiinit 
M-proteiinia pidetään tärkeänä streptokokkien virulenssitekijänä. Se estää 
granulosyyttejä fagosytoimasta bakteereja (Fischetti 1989). Lisäksi se osallistuu 
bakteerien kiinnittymiseen isäntäsoluihin (Fischetti 1989). Almeida ym. (1996) 
havaitsivat tutkimuksessaan kaikkien tutkittujen Streptococcus uberis –kantojen olevan 
positiivisia M-proteiinin suhteen, kun asiaa tutkittiin dot blot –menetelmällä käyttäen 
vasta-aineita erään Streptococcus pyogenes –bakteerin M-proteiinin tiettyä osaa vastaan. 
Lisäksi he epäilivät M-proteiinin osallistuvan S. uberis –bakteerin internalisaatioon ja 
kiinnittymiseen naudan maitorauhasen epiteelisoluihin.  
R-proteiinit ovat streptokokkien pintaproteiineja, jotka eivät ole tyyppispesifisiä. 
Lancefield ja Perlmann (1952) ovat tutkineet R-antigeenia ryhmän A tyypin 28 
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streptokokkikannoilla ja totesivat tutkimuksessaan, ettei se liity kyseisten bakteerien 
virulenssiin tai toisaalta isännän puolustukseen. Suojaavia vasta-aineita ei muodostunut 
infektoiduissa hiirissä, vaikka toisaalta immunisoitaessa kaneja puhdistetulla R-
antigeenilla vasta-aineita muodostui paljon. 
Groschup ja Timoney (1993) ovat eristäneet S. uberis –bakteerilta pepsiinille herkän 
R-proteiinin kaltaisen antigeenin, joka aminohappokoostumukseltaan on hyvin 
samankaltainen kuin aiemmin ryhmän C streptokokeilta eristetty. He saivat myös 
viitteitä siitä, että kyseinen proteiini saattaisi olla antifagosyyttinen.  
Kaiken kaikkiaan R-antigeenin merkitys bakteerien virulenssille on edelleen epäselvä, 
eikä se näyttäisi stimuloivan suojaavan immuniteetin muodostusta. Myös niiden 
mahdollinen muu biologinen tarkoitus on toistaiseksi hämärän peitossa. R-antigeenia 
voisi mahdollisesti käyttää bakteereiden tyypitykseen.  
 
2.2.8 Bakteriosiinit 
Monet bakteerit tuottavat myrkkyjä, jotka estävät lähisukuisten bakteerien kasvua tai 
jopa tappavat näitä. Näitä proteiineja kutsutaan bakteriosiineiksi. 
Wirawan ym. havaitsivat vuonna 2006 monen Streptococcus uberis –kannan estävän 
laajalti tiettyjen muiden bakteerien kasvua. He eristivät kannoista bakteriosiinin, joka 
muistuttaa hyvin läheisesti Lactococcus lactis –bakteerin tuottamaa nisiini A:ta, joka 
kuuluu lantibiootteihin. Bakteriosiini sekvensointiin ja nimettiin nisiini U:ksi. Nisiini U 
ei kuitenkaan estänyt kaikkien niiden bakteerien kasvua, joita tietyt S. uberis –kannat 
estivät. Tämä viittasi muidenkin bakteriosiinien olemassaoloon. 
Wirawan ym. (2007) kuvasivat S. uberis –bakteerilta uuden bakteriosiinin, joka 
nimettiin uberolysiiniksi. Uberolysiini on ensimmäinen streptokokeilta kuvattu syklinen 
bakteriosiini. 18,6% tutkituista kannoista todettiin PCR-positiivisiksi. Uberolysiinillä on 
bakteriosidista aktiivisuutta, se aiheuttaa aktiivisesti jakautuvien solujen bakteriolyysiä. 
Uberolysiinillä on laaja kirjo, sille ovat herkkiä ainakin useimmat streptokokit, 
stafylokokit, enterokokit sekä Listeria spp. Gram-negatiivisiin bakteereihin sillä ei 
näyttäisi olevan vaikutusta. 
 
2.3 Mikrobilääkeresistenssi 
Mikrobilääkeresistenssi tarkoittaa mikrobin vastustuskykyä jotain mikrobilääkettä 
vastaan. Resistenssi voi olla luonnollista tai hankittua. Hankittu resistenssi johtuu joko 
mutaatioista genomissa tai on siirtyvien, yleensä kromosominulkoisten, geenien 
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välittämää (Huovinen ja Vaara 2005). Hankitun resistenssin mekanismeja on useita. 
Bakteeri voi muuntaa lääkkeen vaikutuskohtaa niin, että lääke ei enää kykene 
sitoutumaan siihen ja menettää tehonsa (Huovinen ja Vaara 2005). Bakteerit voivat 
myös tuottaa ainetta, joka pilkkoo mikrobilääkkeen, ne voivat estää lääkkeen pääsyn 
solun sisälle tai poistaa sen solusta ennen kuin se ehtii vaikuttaa (Huovinen ja Vaara 
2005). Foolihapposynteesin estoon perustuvat mikrobilääkkeet puolestaan eivät vaikuta 
bakteereihin, jotka kykenevät hyödyntämään ympäristön foolihappoa (Huovinen ja 
Vaara 2005). Jotkut bakteerit pystyvät myös siirtämään hankkimiaan resistenssitekijöitä 
toisille bakteereille (jopa lajien ja sukujen kesken) esimerkiksi plasmideissa (plasmidi 
on kromosominulkopuolinen, rengasmainen DNA-pätkä).  
Tetrasykliinit estävät bakteerien proteiinisynteesiä ribosomeihin vaikuttamalla. Tähän 
mennessä on kuvattu 25 tetrasykliini- (tet) ja 3 oksitetrasykliiniresistenssigeeniä (otr) 
(Roberts 2002). Joillakin tet-geeneistä esiintyy huomattavaa homologiaa, esim. tetM, 
tetO ja tetS, joiden sekvenssien yhdenmukaisuus on 75% (Roberts 2002). 
Resistenssigeenit koodaavat enimmäkseen effluksipumppuja (pumppaavat lääkeainetta 
ulos solusta) tai ribosomeja suojaavia proteiineja.  
Makrolidit (esim. erytromysiini, spiramysiini) estävät ribosomien proteiinisynteesiä 
sitoutumalla bakteerien ribosomien 50S-alayksikköön. Erytromysiinin sitoutumiskohta 
osuu suunnilleen kohdakkain linkosamidien (esim. pirlimysiini) sekä streptogramiini 
B:n kanssa. Jotkut makrolidiresistenssigeenit koodaavat resistenssiä kahta tai jopa 
kaikkia kolmea ns. MLS-ryhmän antimikrobista lääkeainetta vastaan (Roberts 2002). 
Makrolidiresistenssigeenit sijaitsevat usein transposoneissa, ja koodaavat enimmäkseen 
effluksipumppuja (esim. mefA), rRNA-metylaaseja (yleisin, esim. ermA, ermB, ermC) 
tai inaktivaattoreita (Roberts 2002). 
Adeniinien metylaatio on yleisin MLS-resistenssin mekanismi, joka voi ilmentyä 
jatkuvasti tai indusoituna (erytromysiini on yleensä hyvä indusoija). Metyloidut 
adeniinit estävät sekä makrolidien ja linkosamidien että streptogramiini B:n 
sitoutumisen bakteerien ribosomien 50S-alayksikköön (Roberts 2002). 
Vuonna 2008 Achard ym. löysivät spiramysiinille resistentiltä S. uberis –kannalta 
mphB-geenin, joka aiheuttaa resistenssiä inaktivaation kautta. Tämä oli ensimmäinen 
kerta, kun kyseinen geeni löydettiin gram-positiiviselta bakteerilta. He löysivät kyseisen 
geenin myös muilta spiramysiinille resistenteiltä S. uberis –kannoilta. 
Suomalaisessa tutkimuksessa tutkittiin 137 Streptococcus uberis –bakteerin 
resistenssejä (Pitkälä ym. 2008). Kaikkien kantojen todettiin olevan penisilliinille 
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herkkiä. Oksitetrasykliiniresistenssiä ilmeni 40,6% ja erytromysiiniresistenssiä 15,6%. 
Yhdeksän kymmenestä erytomysiinille resistentistä kannasta oli resistentti myös 
tetrasykliinille. Aiemmin julkaistussa suomalaistutkimuksessa 
oksitetrasykliiniresistenssi oli vain 1,1%, ja kaikki tutkitut kannat olivat herkkiä 
erytromysiinille (Pitkälä 2004). 
Tyyppiä, jossa esiintyy resistenssiä tietyille makrolideille, mutta ei klindamysiinille 
eikä streptogramiini B:lle, kutsutaan M-resistenssiksi. Sutcliffe ym. (1996) tutkivat M-
resistenttejä Streptococcus pneumoniae – ja Streptococcus pyogenes –kantoja ja 
huomasivat niillä olevan makrolidieffluksipumppu. Pitkälä ym. (2008) totesivat 
tutkimuksessaan ilmiasultaan vastaavanlaisen resistenssityypin myös tutkimiltaan 
Streptococcus uberis –kannoilta. 
Yhteisresistenssiä erytromysiinille ja tetrasykliinille on kuvattu aiemmin myös 
Streptococcus pyogenes –bakteerilla (Brenciani ym. 2004, Brenciani ym. 2007). 
Resistenssigeeniparien todettiin olevan mefA ja tetO (Brenciani ym. 2004) sekä ermB ja 
tetM (Brenciani ym. 2007). Näistä effluksipumppua koodaava mefA aiheuttaa 
vähäisempää resistenssiä erytromysiinille kuin ermB, eikä lainkaan resistenssiä 
klindamysiinille.  
Useasta Euroopan maasta vuosina 2002-2004 kerätyn aineiston perusteella todettiin, 
että S. uberis –bakteerin resistenssi penisilliinejä ja trimetopriimi-sulfonamideja vastaan 
vaikuttaisi olevan vähäistä (Hendriksen ym. 2008). Tetrasykliinin, erytromysiinin ja 
gentamisiinin osilta resistenssiä oli kohtalaisen paljon (korkeimmat luvut löytyivät 
Italiasta: 44%, 22% ja 52%). 
Ranskassa toteutetussa tutkimuksessa erytromysiinille resistenttejä S. uberis -kantoja 
oli 12 55:stä (22%) (Schmitt-Van de Leemput & Zadoks 2007). Kaikista näistä 
kannoista eristettiin resistenssigeeni ermB. Sama geeni löytyi myös 
spiramysiiniresistenteiltä kannoilta. Kaikki erytromysiinille resistentit kannat olivat 
resistenttejä myös spiramysiinille, ja yhteensä spiramysiiniresistenssiä löytyi 17:ltä 
kannalta (31%). Yhdeltäkään kannalta ei tutkimuksessa löytynyt effluksipumppua 
koodaavaa mefA-geeniä. Lisäksi neljä kantaa olivat resistenttejä pirlimysiinille, mutta 
eivät makrolideille. Näiltä kannoilta eristettiin linkosamidiresistenssigeeni linB. 
Samantyylisiä tuloksia oli saatu myös aikaisemmassa yhdysvaltalaisessa 
tutkimuksessa (Loch ym. 2005). Siinä todettiin resistenssiä erytromysiinille ja 
pirlimysiinille 12:lla kannalla 20:sta. Resistenssigeeni oli tässäkin tutkimuksessa ermB. 
Myös ermA, ermC, mefA/E ja msrA/C testattiin, mutta tulokset olivat negatiiviset. 
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Iranissa tehdyssä tutkimuksessa S. uberis –bakteerilla todettiin resistenssiä etenkin 
penisilliiniä (100%), gentamisiiniä (77,77%) sekä streptomysiiniä ja ampisilliinia 
(88,88%) vastaan (Ebrahimi ym. 2008). Tutkimuksen streptokokeista S. uberis –
bakteereita oli 9 42:sta, eikä resistenssiä aiheuttavia geenejä tutkittu. 
Ruotsissa on havaittu muutamilla kannoilla viitteitä resistenssistä penisilliinille ja 
tetrasykliinille (Bengtsson ym. 2009). 
 
 
3 AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
3.1 Bakteerikannat 
Tutkimuksessa käytettiin 138:a Streptococcus uberis –kantaa, jotka ovat aiheuttaneet 
kliinistä tai subkliinistä utaretulehdusta. Kannat olivat samoja, joita käytettiin 
aiemmassa tutkimuksessa (Pitkälä ym. 2008), jossa ne myös kaikki tunnistettiin 
kuuluvaksi S. uberis –lajiin. Kannat on säilytetty Helsingin yliopistolla pakastettuna      
-80˚C:ssa. 
Subkliiniset kannat on alun perin kerätty neljännesmaitonäytteistä 
mastiittikartoituksen aikana vuonna 2001 (Pitkälä ym. 2004). Kyseisessä tutkimuksessa 
neljänneksen määriteltiin olevan subkliinisesti infektoitunut, mikäli maitonäytteestä 
kasvoi bakteereita ≥500cfu/ml, kun tutkittiin terveitä lehmiä satunnaisesti valituista 
karjoista. Subkliinisiä kantoja oli tutkituista kannoista 75. 
Kliiniset kannat on kerätty vuonna 2005 kliinisesti sairaista neljänneksistä, joissa oli 
ollut myös muutoksia maidossa. Kannat oli lähetetty mastiittilaboratorioista 
puhdasviljelminä. Kliinisiä kantoja oli tutkituista kannoista 63. 
Antibioottiresistenssigeenejä tutkittiin yhteensä 27:stä kannasta, joilla oli todettu 
resistenssiä aiemmassa tutkimuksessa (Pitkälä ym. 2008). Kannoista 26 oli kliinisistä 
tapauksista ja yksi subkliinisestä. Kannoista 26:lla esiintyi resistenssiä oksitetrasykliiniä 
vastaan ja näistä yhdeksällä esiintyi lisäksi resistenssiä erytromysiiniä vastaan. Yhdellä 
kannoista esiintyi resistenssiä ainoastaan erytromysiiniä vastaan. Subkliinisellä kannalla 
esiintyi resistenssiä ainoastaan oksitetrasykliiniä vastaan. Oksitetrasykliiniresistenteillä 
kannoilla MIC-arvot vaihtelivat kahdeksasta yli 64:ään mg/l. Erytromysiiniresistenssi 
oli niin kutsuttua alhaisen tason resistenssiä, eli MIC-arvot olivat <32 mg/l (1-4 mg/l). 
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Kontrollikantoina käytettiin osassa kokeista Streptococcus agalactiae –, 
Staphylococcus aureus – sekä Yersinia pseudotuberculosis –bakteereita EBIO:n ja 
EHYT:in kantakokoelmista. Antibioottiresistenssigeenejä tutkittaessa negatiivisina 
kontrolleina käytettiin kliinistä ja subkliinistä Streptococcus uberis –kantaa, joilla ei 
ollut todettu resistenssiä oksitetrasykliiniä tai erytromysiiniä vastaan aiemmassa 
tutkimuksessa (Pitkälä ym. 2008). 
 
3.2 DNA:n eristys 
Pakastetuista bakteerisolumassoista viljeltiin verimaljoille pienet nokareet ja maljoja 
inkuboitiin yön yli 37oC:ssa. Seuraavana päivänä tarkistettiin kasvun puhtaus, ja 
maljoilta tehtiin siirrostusviljely BHI-liemeen. Putkia inkuboitiin taas yön yli 37oC:ssa. 
Seuraavana päivänä hyvin kasvaneista liemistä eristettiin DNA:ta työohjeen mukaan 
(liite 1). Kohdassa 5, kloroformin lisäyksen ja sentrifugoinnin jälkeen päällikerros 
jaettiin kahteen eppendorf-putkeen, á 350 µl. Isopropanolia lisättiin siis vain 190 µl 
putkea kohden. Kuivatuksen jälkeen DNA säilytettiin -20°C:ssa. Ennen käyttöä 
pakastetut DNA-napit liuotettiin 25 µl:aan vettä (annettiin liueta vähintään tunti – yön 
yli). 
 
3.3 Yleistä PCR-reaktioista 
Mikäli ei erikseen mainita muuta, PCR-reaktioissa käytettiin seuraavia Finnzymesin 
reagensseja: entsyymi (Dynazyme II DNA Polymerase, 2 U/µl), sen 10x puskuri, 50mM 
MgCl2-liuos sekä 10mM dNTP-mix. Vetenä käytettiin autoklavoitua milliQ-vettä. 
Jokaisesta alukeparista tehdystä reaktioseoksesta tehtiin aina myös vesikontrolli PCR-
reaktion puhtauden varmistamiseksi. PCR-ajot tehtiin Bio-Radin DNA Engine (PTC-
200) Peltier Thermal Cycler –koneessa.  
Ennen geeliajoa PCR-reaktioseoksiin lisättiin omatekoista geeliväriä suhteessa 1:5 
(väri:reaktioseos). Geelit värjättiin etidiumbromidilla, ja PCR-tuotteet detektoitiin UV-
valolla. 
 
3.4 Sua-geenin detektio ja detektiotuotteen tarkastus 
Sua-geenin esiintymistä tutkittiin aluksi PCR:llä, jossa käytettiin aiemmin kuvailtua 
menetelmää (Luther ym. 2008). Tarkoituksena oli käyttää kolmea eri alukeparia, joista 
yksi monistaisi koko geeniä, ja kaksi muita pätkiä siitä. Mikäli tutkitulla kannalla olisi 
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kaikki kolme palaa, olisi hyvin todennäköistä, että sillä olisi sua-geeni. Aiemmissa 
tutkimuksissa on löydetty sua-geeni useilta S. uberis –kannoilta, joskin otokset ovat 
olleet melko pieniä. Tutkijat ovat tämän perusteella päätelleet, että SUAM saattaisi olla 
merkittävä virulenssitekijä. Oletuksena oli, että todennäköisesti geeniä löytyisi 
enemmän kliinistä kuin subkliinistä tautia aiheuttaneilta kannoilta. 
Yhteen strippiin pipetoitiin 5 µl puskuria, 0,5 µl entsyymiä, 1 µl dNTP-mixiä, 5 µl 
kumpaakin aluketta, 28,5 µl vettä sekä 5 µl näytettä. Lopputilavuudeksi tuli siis 50 µl. 
Reaktiossa käytettiin positiivisena kontrollina yhtä ensimmäisistä tutkituista kannoista, 
joka antoi positiivisen tuloksen kaikkien kolmen geenin kohdan suhteen. 
PCR:n alussa templaatti-DNA denaturoitiin 95°C:ssa kahden minuutin ajan. Tämän 
jälkeen geeniä monistettiin 30 kierrosta (yhdessä kierroksessa oli aluksi 30 sekuntia 
denaturointia 94°C:ssa, sitten 30 sekuntia 56°C:ssa alukkeiden kiinnittymiseksi ja 
lopuksi 3 minuuttia 68°C:ssa PCR-tuotteiden rakentamiselle). Lopuksi reaktioita 
pidettiin vielä 7 minuuttia 68°C:ssa, jotta entsyymi sai rakentaa mahdolliset 
keskeneräiset tuotteet rauhassa loppuun. 
Alukeparit ja PCR-tuotteiden odotetut koot löytyvät taulukosta 2. Tuotteita ajettiin 
0,8%:ssa agaroosigeelissä 150 V:lla noin 50 minuuttia. 
Menetelmä toimi muuten odotetusti, mutta myös Streptococcus agalactiae – ja 
Staphylococcus aureus –bakteereilta monistui oikeankokoiset kappaleet. Yersinia sen 
sijaan oli negatiivinen. Kontrollikantojen sekä yhden tutkittavan kannan kappaleet 
päätettiin pilkkoa, jotta voitaisiin arvioida, onko kappale samankaltainen. NEBCutter 
v2.0-ohjelmaa käyttäen valittiin restriktioentsyymiksi PstI (Promega).  
Strippeihin pipetoitiin entsyymiä 0,5 µl, sen puskuria 2 µl, BSA:ta 0,2 µl ja sua-PCR-
reaktiota 17,3 µl. Reaktioita inkuboitiin lämpökaapissa 37˚C:ssa noin kaksi tuntia, 
minkä jälkeen niitä ajettiin 1,5%:ssa agaroosigeelissä 70 V:lla. Kaikki kappaleet 
vaikuttivat olevan oikean kokoisia, myös kontrollikannoilla. 
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Taulukko 2. Alukeparien emässekvenssit sekä tuotteiden odotetut koot 
    
Aluke Kohdegeeni PCR-tuote (bp) Alukkeen sekvenssi 
    
LfbpDL5-for sua 2970 5’-GTC ATT TGG TAG GAG TGG CTG-3’ 
LfbpDL6-rev   5’-TGG TTG ATA TAG CAC TTG GTG AC-3’ 
    
LfbpDL7-for sua 2639 5’-GGA TGA CAT GAC AAC TGC TGA TC-3’ 
LfbpDL8-rev   5’-CAA TTG TCA GCA CGT CTC TGT AC-3’ 
    
LfbpDL9-for sua 2362 5’-CTT GGA ACT GGT GTT GGT ATG G-3’ 
LfbpDL10-rev  5’-CAG GTG TTA CTT CAG GTG CTA C-3’ 
    
hasA-for hasA 319 5’-GAA AGG TCT GAT GCT GAT G-3’ 
hasA-rev   5’-TCA TCC CCT ATG CTT ACA G-3’ 
    
hasC-for hasC 225 5’-TGC TTG GTG ACG ATT TGA TG-3’ 
hasC-rev   5’-GTC CAA TGA TAG CAA GGT CAC-3’ 
    
mefA-for mefA 348 5’-AGT ATC ATT AAT CAC TAG TGC-3’ 
mefA-rev 
  
5’-TTC TTC TGG TAC TAA AAG TGG-3’ 
    
tetK-for tetK 860 5’-TAA AGT AAT GGT ACC TGG TAA ATC AAC-3’ 
tetK-rev 
  
5’-GCT AGC CAC TCA TAG TTG TAA AC-3’ 
    
tetL-for tetL 267 5’-TCG TTA GCG TGC TGT CAT TCC-3’ 
tetL-rev 
  
5’-CGG CTA CAT TGG TGG GAT AC-3’ 
    
tetM-for tetM 406 5’-GTG GAC AAA GGT ACA ACG AG-3’ 
tetM-rev 
  
5’-CGG TAA AGT TCG TCA CAC AC-3’ 
    
tetO-for tetO 515 5’-AAC TTA GGC ATT CTG GCT CAC-3’ 
tetO-rev 
  
5’-TCC CAC TGT TCC ATA TCG TCA-3’ 
    
tetS-for tetS 667 5’-CAT AGA CAA GCC GTT GAC C-3’ 
tetS-rev 
  
5’-ATG TTT TTG GAA CGC CAG AG-3’ 
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3.5 HasA- ja hasC-geenien detektio dot-hybridisaatiolla 
Kapseligeenejä hasA ja hasC monistettiin aiemmin kuvaillulla menetelmällä (Tomita 
ym. 2008). Mikäli bakteerilla olisi molemmat geenit, sillä todennäköisesti olisi kapseli. 
Kapselilla on arveltu olevan merkitystä virulenssin kannalta. Nyt oletuksena oli, että 
kapselillisia kantoja löytyisi enemmän kliinistä kuin subkliinistä tautia aiheuttaneista 
kannoista. 
Yhteen strippiin pipetoitiin 5 µl puskuria, 0,6 µl entsyymiä, 1 µl dNTP-mixiä, 5 µl 
kumpaakin aluketta (hasA:ssa laimennos 0,1 µM ja hasC:ssä 0,3 µM), 1 µl MgCl2, 27,4 
µl vettä sekä 5 µl näytettä. Lopputilavuudeksi tuli siis 50 µl. 
Ajo-olosuhteet olivat seuraavanlaiset: 
1. kierros: 95°C:ssa viisi minuuttia 
2.-29. kierros: 30 sekuntia 95°C:ssa, 30 sekuntia 58°C:ssa, 2 minuuttia 72°C:ssa  
30. kierros: 5 minuuttia 72°C:ssa 
Alukeparit ja PCR-tuotteiden odotetut koot löytyvät taulukosta 2. Tuotteita ajettiin 
1,5%:ssa agaroosigeelissä, 70 V:lla noin tunnin ajan. HasA monistui hieman 
häiriöisesti, joten alukkeiden konsentraatio nostettiin samaksi kuin hasC:n kohdalla. 
Koettimen tekoon valittiin kannan 4144 DNA. Koetin valmistettiin Rochen valmiilla 
kitillä (PCR DIG Probe Synthesis Kit) pakkauksen ohjeiden mukaan. Hybridisaatio ja 
membraanien pesu tehtiin työohjeen  mukaan (liite 2). HasC:n hybridisaatio oli ensin 
käytetyillä olosuhteilla liian epäspesifistä, joten menetelmää jouduttiin sen kohdalla  
hieman muokkaamaan. Loppujen lopuksi päädyttiin hybridisoimaan membraanit 
58°C:ssa pienentäen hieman koetin-konsentraatiota (1,5 µl probe-PCR-tuotetta + 100 µl 
vettä) ja pesemään ne 68°C:ssa. 
 
3.6 Mikrobilääkeresistenssigeenit 
Yhteisresistenssissä erytromysiinille ja tetrasykliinille on resistenssimekanismeista 
kuvattu sekä effluksipumppu että lääkkeen ribosomaalisen vaikutuskohdan metylaatio 
(Brenciani ym. 2004, Brenciani ym. 2007). Streptococcus pyogenes –bakteerilla 
resistenssigeeniparien todettiin yhdessä tutkimuksessa olevan mefA ja tetO (Brenciani 
ym. 2004) sekä toisessa tutkimuksessa ermB ja tetM (Brenciani ym. 2007). Näistä 
effluksipumppua koodaava mefA aiheuttaa vähäisempää resistenssiä erytromysiinille 
kuin ermB, eikä lainkaan resistenssiä klindamysiinille. Samantyyppinen 
resistenssityyppi oli myös tutkimukseen valituilla kannoilla, eli alhainen 
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erytromysiiniresitenssi ja herkkyys klindamysiinille (Pitkälä ym. 2008).Tästä syystä 
tutkimukseen valittiin tutkittaviksi resistenssigeeneiksi mefA-geeni sekä viisi eri tet-
geeniä (tetK, tetL, tetM, tetO ja tetS). Oletuksena oli, että resistenssi olisi 
todennäköisesti mefA- geenin sekä jonkun tet-geeneistä aiheuttamaa. 
Mikrobilääkeresistenssigeenien detektiossa käytettiin kontrolleina kantoja, joilla ei 
Pitkälän ym. (2008) tutkimuksessa oltu havaittu mikrobilääkeresistenssiä. Tämä ei 
tietysti välttämättä tarkoita, että niiltä puuttuisi resistenssiin tarvittava geeni. On 
mahdollista, että ne eivät vain kykene ilmentämään sitä. Kokeisiin haluttiin kuitenkin 
ottaa mukaan muutama kanta, jotka todennäköisesti olisivat negatiivisia.  
 
3.6.1 MefA-geenin detektio 
MefA-geenin esiintymistä tutkittiin aiemmin kuvatulla PCR-menetelmällä (Park 
YonKyoung ym. 2009). Yhteen strippiin pipetoitiin 2 µl puskuria, 0,5 µl entsyymiä, 0,5 
µl dNTP-mixiä, 1 µl kumpaakin aluketta (100 µM), 13 µl vettä sekä 2 µl näytettä. 
Lopputilavuudeksi tuli siis 20 µl.  
Ajo-olosuhteet olivat seuraavanlaiset: 
1. kierros: 96°C:ssa neljä minuuttia 
2.-36. kierros: 30 sekuntia 96°C:ssa, 1 minuutti 55°C:ssa, 2 minuuttia 72°C:ssa  
37. kierros: 10 minuuttia 72°C:ssa 
Alukeparit ja PCR-tuotteiden odotetut koot löytyvät taulukosta 2. Tuotteita ajettiin 
1%:ssa agaroosigeelissä 80 V:lla noin tunnin ajan. 
 
3.6.2 Tet-geenien detektio 
Tet-geenejä tutkittiin aiemmin kuvatulla multiplex-PCR-menetelmällä (Ng ym. 2001). 
Erilaisia tet-geenejä valittiin viisi: tetK, tetL, tetM, tetO ja tetS. 
Yhteen strippiin pipetoitiin 5 µl puskuria, 1,25 µl entsyymiä, 1,5 µl dNTP-mixiä, 1,25 
µl tetO- ja tetK-alukkeita (50 µM), 1 µl tetL-alukkeita (50 µM), 0,5 µl tetM- ja tetS-
alukkeita (50 µM), 1,5 µl MgCl2, 21,75 µl vettä sekä 10 µl näytettä (laimennettu veteen 
niin, että DNA:ta on yhteensä 500 ng). Lopputilavuudeksi tuli siis 50 µl.  
Ajo-olosuhteet olivat seuraavanlaiset: 
1. kierros: 94°C:ssa viisi minuuttia 
2.-36. kierros: 1 minuutti 94°C:ssa, 1 minuutti 55°C:ssa, 1,5 minuuttia 72°C:ssa  
37. kierros: 10 minuuttia 72°C:ssa 
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Alukeparit ja PCR-tuotteiden odotetut koot löytyvät taulukosta 2. Tuotteita ajettiin 
1%:ssa agaroosigeelissä. Positiiviset reaktiot ajettiin vielä uudestaan 1%:ssa geelissä, 70 





4.1 Sua-geenin detektio 
Kontrolleina käytetyistä kannoista Yersinia pseudotuberculosis oli negatiivinen 
kaikkien kolmen geenin kohdan suhteen, sen sijaan Streptococcus agalactiae ja 
Staphlyococcus aureus tuottivat oikean kokoiset tuotteet. Myös restriktioentsyymillä 
pilkottaessa tuotteiden palat vaikuttivat olevan samankokoisia kuin S. uberis –kantojen 
vastaavat. Streptococcus uberis –kantojen tulokset on esitetty taulukossa 3. 
Positiivisiksi on katsottu kannat, joilta löytyy kaikki kolme tutkittua palaa sua-geenistä. 
Negatiivisiksi on katsottu kannat, joilta puuttuu yksi tai kaksi näistä tai kaikki. 
Prosentuaaliset osuudet on esitetty erikseen kliinisille ja subkliinisille kannoille. 
Tutkimuksen toistettavuus ei ollut kovin hyvä. Osa kannoista antoi ensimmäisellä 
kerralla häiriöisen tuloksen, mutta kun reaktiot tehtiin ja ajettiin uudestaan, osassa 
tapauksista tulos poikkesi ensimmäisellä kerralla saadusta.  
 
 
Talukko 3. Sua-geenin detektion 
tulokset 
 
   
  positiivinen   negatiivinen 
        
kliiniset 52 (82,5%)   11 (17,5%) 
  
      
subkliiniset 60 (80%)   15 (20%) 
 
 
4.2 HasA- ja hasC-geenien detektio  
Negatiivisina kontrolleina käytetyt Staphylococcus aureus-, Streptococcus agalactiae- 
sekä Yersinia pseudotuberculosis -bakteerit olivat kaikki molempien has-geenien 
suhteen negatiivisia. Streptococcus uberis –kantojen tulokset on esitetty taulukossa 4. 
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Positiivisiksi on katsottu kannat, joilta löytyy sekä hasA- että hasC-geenit. 
Negatiivisiksi on katsottu kannat, joilta puuttuu jompikumpi tai molemmat. 
Prosentuaaliset osuudet on esitetty erikseen kliinisille ja subkliinisille kannoille. 
 
 
Talukko 4. Has-geenien detektion 
tulokset 
 
   
  positiivinen   negatiivinen 
        
kliiniset 43 (68,3%)   20 (31,7%) 
  
      
subkliiniset 31 (41,3%)   44 (58,7%) 
 
 
4.3 MefA-geenin detektio 
Kaikki 27 tutkittua antibioottiresistenttiä kantaa olivat negatiivisia mefA-geenin 
suhteen, samoin kuin negatiivisina kontrolleina käytetyt kaksi kantaa. 
 
4.4 Tet-geenien detektio 
Negatiivisina kontrolleina käytetyt kannat olivat kaikkien viiden tutkitun tet-geenin 
suhteen negatiivisia. Streptococcus uberis –kantojen tulokset on esitetty taulukossa 5. 
 
 
Talukko 5. Tet-geenien 
detektion tulokset 
   
TetK   0 
TetL   19 (70,4%) 
TetM   4 (14,8%) 
TetO   0 
TetS   0 







Streptococcus uberis –bakteerin aiheuttamat utaretulehdukset ovat nousseet 
taloudellisesti ja eläinten hyvinvoinnin kannalta merkittävään asemaan, kun perinteiset 
utaretulehdusta aiheuttaneet bakteerit on saatu kuriin olosuhteita parantamalla. 
Opportunistisia bakteereita on vaikea saada hallintaan pelkästään olosuhteita edelleen 
parantamalla. Virulenssitekijöiden kartoitus voi auttaa kehittämään tehokkaita rokotteita 
sairauden vastustamiseksi. Lisäksi osa Streptococcus uberis –kannoista aiheuttaa 
kliinisen utaretulehduksen, joka voi olla oirekuvaltaan hyvinkin vakava, kun taas osa 
aiheuttaa ainoastaan subkliinisen tulehduksen. Syytä tähän ei tiedetä, mutta 
mahdollisesti taustalla on erot joissain virulenssitekijöissä. Tietysti asiaan 
todennäköisesti vaikuttaa myös lehmän oma immuunipuolustus, mutta se tuskin riittää 
ainoaksi selittäväksi tekijäksi. 
SUAM on aiemmassa tutkimuksessa eristetty kaikilta tutkituista kannoista (Luther 
ym. 2008), ja tutkijat arvelivat sen olevan merkittävä virulenssitekijä. Tutkimuksessa 
kantoja oli kuitenkin ainoastaan 12 kappaletta eri puolilta maailmaa.  
Tutkimuksessani löysin SUAM:ia koodaavan sua-geenin 82,5:ltä %:lta kliinistä 
utaretulehdusta aiheuttaneista kannoista, ja 80:lta %:lta subkliinistä utaretulehdusta 
aiheuttaneista kannoista. Ongelmallista tutkimuksessa oli, että uusittaessa tutkimus osan 
kannoista kohdalla tulos oli toisella kerralla täysin eri kuin ensimmäisellä. Lisäksi 
kontrollikantoina käytetyiltä Streptococcus agalactiae – ja Stafylococcus aureus –
bakteereilta löytyi oikean kokoinen geenituote, myös uusittaessa koe pariin kertaan. 
Geenituotteet olivat oletetun kokoisia myös pilkottaessa ne restriktioentsyymillä. 
Tuotteet olisi pitänyt vielä sekvensoida, jotta olisi saatu varmuus siitä, olivatko kyseessä 
samanlaiset tuotteet kaikilla bakteereilla. 
Etenkään S. aureus –bakteerilta ei pitäisi löytyä mitään edes etäisesti sua-geeniä 
muistuttavaa geeniä. Sen genomia tutkittaessa ei löytynyt alukkeita vastaavia kohtia, 
joista olisi pitänyt syntyä sopivan kokoisia geenituotteita, saati että kaikki kolme 
olisivat löytyneet. Negatiivisina kontrolleina käytetyt S. uberis –kannat sekä Yersinia 
pseudotuberculosis olivat kuitenkin joka kerta negatiivisia, joten reaktion kontaminaatio 
on epätodennäköistä. Menetelmää noudatettiin kuten aiemmin on kuvattu (Luther ym. 
2008). Artikkelissa ei luonnollisesti ole kuvattu menetelmän suunnittelua kovin tarkasti, 
eikä siinä ole mainittu negatiivisten kontrollien käytöstä. Epäselväksi jäi, miksi 
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menetelmä ei tällä kertaa toiminut odotetulla tavalla. Tietysti aina on mahdollista, että 
kokeita suorittaessa olisi tapahtunut jokin virhe. Tulosten perusteella ei kuitenkaan saatu 
merkitsevää eroa SUAM:in esiintymisessä subkliinisten ja kliinisten taudinaiheuttajien 
välille (p>0,05). 
 Hyaluronihappokapselin on useassa tutkimuksessa arveltu olevan mahdollisesti 
merkittävä virulenssitekijä S. uberis –bakteerin taudinaiheutuksen kannalta (Leigh & 
Field 2004, Ward ym. 2000). Vastakkaisiakin tuloksia on saatu (Field ym. 2003).  
Tutkimuksessani löysin kapselia koodaavat geenit 68,3:lta %:lta kliinistä 
utaretulehdusta aiheuttaneista kannoista ja 41,3:lta %:lta subkliinistä utaretulehdusta 
aiheuttaneista kannoista. Ero on tilastollisesti merkitsevä (p<0,01), eli tutkimukseni 
perusteella kapselilla näyttäisi olevan vaikutusta bakteerin taudinaiheutukseen. 
Kapselillisia kantoja löytyi kuitenkin useita myös subkliinistä utaretulehdusta 
aiheuttaneista kannoista ja toisaalta kapselittomia kliinistä utaretulehdusta 
aiheuttaneista, eli se ei varmasti ole ainoa taudinaiheutukseen vaikuttava 
virulenssitekijä. Tutkimuksessani en myöskään tutkinut tapaa, jolla kapseli vaikuttaisi 
virulenssia edistävästi. Kapselin roolin ja merkityksen määrittämiseksi virulenssin 
kannalta tarvittaisiin vielä lisätutkimuksia. 
Mikrobilääkeresistenssin lisääntyminen on kasvava ongelma maailmanlaajuisesti. 
Suomessa tilanne on vielä kohtalaisen hyvä, mutta resistenssin lisääntymistä on havaittu 
täälläkin (Pitkälä 2004, Pitkälä ym. 2008). Tutkimuksessani määritin 27:ltä 
mikrobilääkeresistentiltä kannalta erytromysiinille resistenssiä aiheuttavan mefA-geenin 
sekä tetrasykliinille resistenssiä aiheuttavien tetK-, tetL-, tetM-, tetO- ja tetS-geenien 
esiintymistä.  
MefA-geeniä ei löytynyt yhdeltäkään tutkituista kannoista. Myös ermB-geenin 
aiheuttamaa erytromysiiniresistenssiä  S. uberis –bakteerilla on kuvattu (Schmitt-Van de 
Leemput & Zadoks 2007, Loch ym. 2005). ErmB-geeni kuitenkin aiheuttaa korkeampaa 
resitenssiä erytromysiinille kuin mefA (Brenciani ym. 2004, Brenciani ym. 2007), eikä 
se siten sopisi resistenssin aiheuttajaksi tässä tapauksessa. Erytromysiiniresistenssin 
aiheuttaja jäi tässä tutkimuksessa epäselväksi. 
Oksitetrasykliiniresistenssiä koodaavista geeneistä tutkituilta kannoilta löytyi tetL 
(70,4%) ja tetM (14,8%). Muutamassa tapauksessa (29,6%) resistenssigeeni jäi 
tuntemattomaksi. Kaikille kannoilla, joilta löytyi tetM, oli myös tetL. Omituista tässä oli 
se, että tetM löytyi ainoastaan niiltä kannoilta, jotka jouduttiin uusimaan ensimmäisellä 
kerralla saadun epäselvän tuloksen vuoksi. Mielenkiintoista on myös, että molemmat 
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resistenssigeenit löytyivät myös siltä yhdeltä kannalta, jolla oli ilmennyt resistenssiä 
ainoastaan erytromysiiniä vastaan. Eräs geenitutkimuksen ongelmista onkin, että 
bakteeri ei välttämättä ilmennä geeniä, vaikka se siltä löytyisi.  
Tutkimuksessa olisi kenties ollut syytä toistaa 
mikrobilääkeresistenssigeenimäärityskokeet useampaan kertaan tuloksen luotettavuuden 
varmistamiseksi. Lisäksi olisi ollut mielenkiintoista tutkia geenien esiintymistä herkiltä 
kannoilta, koska nytkin oksitetrasykliinille herkältä kannalta löytyi kaksi resistenssiä 
koodaavaa geeniä. Erytromysiiniresistenssigeenejä olisi myös ollut syytä tutkia 
useampia, koska selittävää geeniä ei tällä kertaa löytynyt. Koska kyseessä oli 
lisensiaatintutkielma, ei työn laajuuden ja siihen varattujen resurssien puitteissa ollut 
mahdollista kehittää kaikkia menetelmiä parhaan lopputuloksen saamiseksi, toistaa 
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Liite 1: DNA:N ERISTYS 
 
1. Pipetoidaan hyvin kasvaneesta liemestä 1-2 ml eppendorf-putkeen kasvusta riippuen.       
Sentrifugoidaan putkea 13000 rpm 2-4 minuuttia. Kaadetaan neste pois ja otetaan 
pipetillä pois jääneet tipat. 
  
2. Valmistetaan kantaliuoksista lysotsyymi-mutanolysiini-TE10:1- liuos (1 ml: 0,5 ml: 
0,5 ml). Liotetaan pelletti 100 µl:aan Lz-M-TE-liuosta. Vorteksoidaan ja inkuboidaan 37 
oC:ssa 1-2 tuntia. Minimiaika on 1 tunti. 
 
3. Lisätään näytteisiin 500 µl GES-reagenssia ja käännellään eppendorf-putkia 
muutamia kertoja aineiden sekoittamiseksi. Laitetaan näytteet jäihin viideksi minuutiksi. 
 
4. Lisätään 250 µl jääkylmää 7,5 M ammoniumasetaattia. Laiteetaan eppendorf-putki –
telineeseen kansi ja käännellään muutamia kertoja. Laitetaan näytteet jäihin kymmeneksi 
minuutiksi (minimiaika, voivat olla pidempään). 
 
5. Lisätään 500 µl kloroformi-2-pentanolia (24:1). Laitetaan eppendorf-putki –
telineeseen kansi ja ravistellaan voimakkaasti vähintään minuutin ajan (ei vorteksoida). 
Sentrifugoidaan 13000 rpm 10 minuuttia ja otetaan ylin kerros (n.700 µl )  talteen uuteen 
putkeen (pipetinkärkien leikkaaminen helpottaa pipetointia).  
 
6. Lisätään 380 µl kylmää (-20oC) isopropanolia (= 0,54 tilavuutta). Käännellään putkia 
kunnes DNA ilmestyy näkyviin. Sentrifugoidaan neljä minuuttia ja kaadetaan neste 
varovasti pois. 
 
7. Pestään pelletti n. 500 µl:lla 70% (denaturoimatonta) etanolia. Sentrifugoidaan kaksi 
minuuttia ja kaadetaan etanoli pois. 
 
8. Toistetaan pesu yhteensä kolme kertaa. Viimeisellä kerralla imetään pipetillä 
ylimääräinen viina pois ja kuivataan esim. vetokaapin reunalla. 
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9. Lisätään 30-100 µl vettä DNA-pelletin koosta riippuen ja liuotetaan yön yli 
huoneenlämmössä. Siirretään sen jälkeen jääkaappiin, jossa ne säilyvät n. kaksi viikkoa 




Liite 2: STREPTOKOKKIEN HYBRIDISAATIO 
 
1. Mitataan DNA:iden konsentraatiot vettä vastaan spektrofotometrillä. Suhteen 260/280 
tulisi olla noin 1,8 ja suhteen 260/230 noin 1,8-2,2. Selvästi matalammat arvot viittaavat 
epäpuhtauksiin (esim. proteiinit). 
 
2. Pipetoidaan strippiin näytettä määrä, joka sisältää 450 ng DNA:ta. Lisätään 5 µl 
yksinkertaista SSC:tä ja lisäksi vettä niin, että lopputilavuudeksi tulee 45 µl. Liuoksessa 
SSC:n pitoisuus on nyt 0,1. 
 
3. Leikataan nylonmembraanista sopivan kokoinen pala ja denaturoidaan näytteet 
kuumentamalla. Yksijuosteinen DNA stabiloidaan lisäämällä strippiin 5 µl 20-kertaista 
SSC:tä, jolloin sen pitoisuus nousee kaksinkertaiseksi. 
 
4. Pipetoidaan näytteet pisteiksi membraanille (noin 2 µl/näyte). Kun membraani on 
kuivunut, säteilytetään se UV-uunissa ohjelmalla optimal crosslink, jolloin yksijuosteiset 




5. Laitetaan membraanit hybridisaatiouunin putkeen (oikea puoli sisälle päin) ja 
kaadetaan putkeen esihybridisaatioliuos (noin 10 ml/putki). Poistetaan ilmakuplat 
liikuttelemalla membraaneja pinsettien avulla. Hybridisoidaan 43°C vähintään puoli 




6. Denaturoidaan koetin (2 µl probe-PCR-tuotetta + 100 µl vettä) keittämällä 5 min. 
Laitetaan putket heti jäihin, annetaan olla noin 5 min. Lisätään 7 ml puhdasta 
esihybridisaatioliuosta.  
 
7. Kaadetaan esihybridisaatioliuos pois putkista ja laitetaan tilalle koetin. Annetaan 







8. Laitetaan pesuliuosta B lämpenemään 60-asteiseen vesihauteeseen, n. 50 
ml/membraani. Nostetaan hybridisaatiouunin lämpötila 60 asteeseen. 
 
9. Kaadetaan koetin pois ja vaihdetaan tilalle pesuliuos A (noin 25 ml/putki). Pestään 
hybridisaatiouunissa 2x5 minuuttia. 
 




11. Siirretään membraanit pakasterasioihin, joissa on Washing buffer –puskuria (WB). 
Huuhdellaan membraaneja noin kahden minuutin ajan. 
 
12. Vaihdetaan tilalle Blocking solution (BS) ja laitetaan rasiat ravistelijaan. Annetaan 
olla vähintään puoli tuntia. 
 
13. Valmistetaan antibody-konjugaatti (16 µl Anti-Digoxigenin-konjugaattia + 40 ml 
BS/membraani). Vaihdetaan edellisen liuoksen tilalle antibody-konjugaatti-liuos ja 
annetaan olla ravistelijassa 30 minuuttia. 
 
14. Pestään membraanit 2x15 minuuttia WB:llä. 
 
15. Huuhdellaan membraaneja Detection buffer –puskurilla (DB) noin kolme minuuttia. 
Tällä välin tehdään värjäysliuos (1,6 ml NBT-BCIP + 80 ml DB).  
 
16. Siirretään membraanit kirkkaisiin muovipusseihin ja lisätään värjäysliuosta noin 40 
ml/membraaani. Poistetaan ilmakuplat ja suljetaan pussi. Siirretään membraanit pimeään 
ja annetaan värin kehittyä useita tunteja tai tarvittaessa yön yli. 
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17. Kun väri on kehittynyt, otetaan membraanit pussista ja huuhdellaan 10:1 TE:llä 
puolen tunnin ajan. Kuivataan imupaperin välissä ja säilytetään pimeässä. 
 
 
